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1. RESUMEN
Descartar una molécula o introducir posibles modificaciones en su estruc-
tura en las etapas iniciales de su desarrollo supone un gran ahorro económico y
de tiempo a las compañías farmacéuticas, a la vez que evita riesgos innecesa-
rios. Sin embargo y a pesar de estos esfuerzos, un gran número de medicamen-
tos son retirados del mercado debido a las reacciones adversas que producen
tras su comercialización, en un 31% de los casos, la causa de retirada es su to-
xicidad hepática. Cabe señalar que muchos de los fármacos que resultan hepa-
totóxicos durante el desarrollo clínico o posteriormente, no fueron tóxicos cuan-
do se testaron en animales, lo que indica que los resultados obtenidos en estos
estudios no son siempre extrapolables a humanos. Una alternativa para evitar la
extrapolación de los resultados obtenidos en animales de laboratorio a humanos
es el uso de sistemas modelo celulares in vitro de origen humano, lo que hace
posible realizar estudios en células aisladas del órgano diana. Así pues los mo-
delos celulares derivados del hígado constituyen una herramienta muy atractiva
para llevar a cabo estudios de metabolismo energético, biotransformación de fár-
macos, mecanismos fisiopatológicos y de toxicidad hepática. En este último
caso, hemos de considerar un nuevo reto, que consiste en averiguar cuales son
los mecanismos implicados en estos procesos tóxicos. Con este fin, en este ca-
pítulo revisamos algunos de los ensayos que han sido utilizados en nuestro la-
boratorio y que nos permiten evaluar como las funciones hepáticas básicas pue-
den verse afectadas por la acción de fármacos. Así, a nivel citoplasmático
valoramos indicadores de disfunción celular como son; el estrés oxidativo, la
peroxidación lipídica, la homeostasis del Ca2+, la síntesis de proteínas plasmá-
ticas, el metabolismo de carbohidratos etc. Dentro de la célula, la mitocondria
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representa un orgánulo clave en su equilibrio, por lo que la evaluación de su
funcionalidad resulta un indicador adecuado del posible daño celular. Para es-
tudiar su funcionalidad de modo general utilizamos la valoración de dos pará-
metros clave como son; los niveles de ATP y el potencial de membrana mito-
condrial. Por último, recientemente ha aumentado el interés en estudiar las
interacciones no deseadas que se producen entre fármacos o sus metabolitos y
las macromoléculas que se encuentran a su alcance. En concreto destacan por
importancia aquellas interacciones que conducen a la unión covalente del fár-
maco o metabolito a macromoléculas como las proteínas y los ácidos nucleicos,
ya que, una alteración de su funcionalidad precede a un daño celular general-
mente irreversible. En este sentido conocer si se producen estas uniones y a que
nivel resulta de gran interés. Para llevar a cabo estudios de este tipo propone-
mos distintas aproximaciones que han sido realizadas satisfactoriamente en nues-
tro laboratorio.
2. INTRODUCCIÓN
El aumento de la inversión necesaria para el desarrollo de nuevos fármacos,
ha provocado que las estrategias empresariales se enfoquen a patentar y comer-
cializar nuevas moléculas lo antes posible, por lo que, se persigue minimizar el
tiempo y el coste económico en el desarrollo farmacéutico. Afortunadamente, en
los últimos años se ha experimentado un gran avance en el campo de la investi-
gación biomédica. La síntesis simultánea de un gran número de compuestos (quí-
mica combinatoria) (1), la aparición de métodos de cribado ultra rápidos y el des-
arrollo de nuevos modelos experimentales in vitro, son un claro ejemplo de ello.
A pesar de todo aún hoy en día se requiere de 10 a 15 años para obtener la apro-
bación de comercialización de un nuevo fármaco. Resulta obvio, que descartar
una molécula o introducir posibles modificaciones en su estructura en las etapas
iniciales de su desarrollo supone un gran ahorro económico, de esfuerzo y tiem-
po a las compañías farmacéuticas.
En la actualidad, dada la funcionalidad de la genómica y la proteómica en
la identificación y validación de nuevas dianas terapéuticas, estas disciplinas tie-
nen una aplicación muy importante en los estadíos iniciales del desarrollo de un
fármaco (2). En concreto en conjunción con la bioinformática, permiten el cri-
bado de decenas de muestras en un solo día mediante el uso de distintas técni-
cas (3): chips de DNA, electroforesis 2D, espectrometría de masas, etc. En eta-
pas posteriores, la genómica y la proteómica permiten llevar a cabo estudios de
mecanismos de acción y toxicidad de nuevas moléculas. Para ello, se comparan
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los perfiles de expresión génica y de proteínas entre distintas muestras biológi-
cas expuestas o no a la acción de distintos fármacos (4). En este último aspec-
to, la más reciente de las –ómicas, la metabolómica, también puede jugar un pa-
pel importante, ya que permite conocer y comparar metabolomas (perfiles
metabólicos endógenos), detectando cualquier cambio en el status fisiológico
normal tanto in vivo como a nivel celular o tisular.
Durante el desarrollo de un fármaco se diferencian fundamentalmente dos
etapas: preclínica y clínica. En la primera etapa, moléculas de distinta naturale-
za (naturales, sintéticas o semisintéticas), son sometidas a un proceso de criba-
do en el que se seleccionan aquellas que interaccionan satisfactoriamente con la
diana biológica elegida. Posteriormente, se realizan estudios de estabilidad de
estas moléculas y se establece su actividad farmacológica determinando poste-
riormente su relación estructura/actividad (SAR). Esta etapa tiene una duración
media de 6 años y en ella también se realizan estudios de toxicidad, farmaco-
cinética (ADME) y farmacodinámica tanto in vitro como in vivo mediante el
uso de modelos celulares y animales. Una vez que se dispone de la información
suficiente se continúa con estudios en humanos, es decir la etapa clínica, don-
de se llevan a cabo estudios de farmacología humana, estudios terapéuticos de
dosis-respuesta, eficacia y seguridad del tratamiento, etc (5).
A pesar de este complejo proceso de criba un gran número de medicamen-
tos son retirados del mercado debido a las reacciones adversas que producen
tras su comercialización. Así, entre los años 1975 y 1999, alrededor de 45 fár-
macos previamente aprobados por las agencias reguladoras de distintos países
recibieron la “tarjeta amarilla” por presentar reacciones adversas en humanos.
De éstos, 16 se retiraron del mercado por razones de seguridad siendo la causa
de su retirada, en un 31% de los casos, la toxicidad hepática (6). Cabe señalar
que muchos de los fármacos que resultaron hepatotóxicos durante el desarrollo
clínico no fueron tóxicos cuando se testaron en animales, lo que indica que los
resultados obtenidos en estos estudios no son siempre extrapolables a humanos.
De hecho se observó una alta correlación entre la toxicidad detectada en ani-
males y humanos cuando las pruebas se realizaron a nivel gastrointestinal, he-
matológico o cardiovascular. En cambio, la toxicidad a nivel hepático tuvo una
correlación realmente baja (7). Existen algunos motivos que pueden explicar
esta discrepancia como son: 1) que animales de distintas especies no tienen por
que metabolizar un fármaco del mismo modo que se metaboliza en humanos,
2) que el estudio se realice en animales sanos frente a pacientes o 3) que el en-
sayo se realice en una subpoblación de pacientes particularmente sensibles al
fármaco (8).
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Una alternativa para evitar la extrapolación de los resultados obtenidos
en animales de laboratorio a humanos es el uso de sistemas modelo celula-
res in vitro de origen humano, lo que presenta algunas ventajas sobre el mo-
delo animal in vivo, ya que es posible realizar dichos estudios en células hu-
manas aisladas del órgano diana. Esto permite generar resultados altamente
predictivos.
Si tenemos en cuenta que el hígado es el principal órgano encargado del
metabolismo de xenobióticos, es lógico pensar que también resulte el órgano
diana de la toxicidad de éstos. Así pues los modelos celulares derivados del hí-
gado constituyen herramientas muy atractivas para llevar a cabo estudios de me-
tabolismo energético, biotransformación de fármacos, mecanismos fisiopatoló-
gicos y de toxicidad hepática (9). Los hepatocitos no son indiferentes a los
cambios que se producen a su alrededor y muchos fármacos pueden alterar su
funciones básicas, lo que motiva que el cultivo primario de hepatocitos sea, has-
ta la fecha, el modelo celular más utilizado para estudios de biotransformación
y hepatotoxidad (10-12). Las células en cultivo son muy comparables al híga-
do (figura 1). Un ejemplo de ello, es la superficie celular cubierta de microvi-
lli y el gran número de partículas de glucógeno presentes en el citoplasma, en
forma de las características rosetas, lo que garantiza unos niveles de glucógeno
intracelular comparables al hígado in vivo. También es comparable su capaci-
dad de sintetizar glucosa a partir de lactato o urea a partir de amonio, esto úl-
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FIGURA 1. Cultivo primario de hepatocitos analizados mediante microscopía de contraste de fa-
ses (panel de la izquierda) y microscopía electrónica (panel de la derecha). nu (núcleo), ret (retí-
culo endoplásmico), mv (microvilli), bc (canalículo biliar), gl (gotas lipídicas) y mi (mitocondrias).
timo, incluso con mayor eficiencia que el hígado. Así mismo, sintetizan y se-
cretan proteínas plasmáticas también en cultivo (albúmina, fibronectina, fibri-
nógeno, α1-glicoproteina ácida, etc). Además los hepatocitos en cultivo mantie-
nen la expresión de los enzimas involucrados en el metabolismo de fármacos
(citocromo P450 y enzimas de conjugación, principalmente glucuronil transfe-
rasa y glutation transferasa), aunque su capacidad metabólica disminuye con el
tiempo en cultivo.
Además de la relevancia de utilizar el modelo celular adecuado, que
nos permita predecir la toxicidad de un fármaco, hemos de considerar un
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TABLA 1. Secuencia de eventos y marcadores de muerte celular
por apoptosis y necrosis
Indicadores pre-letales del estrés celular
• Depleción de glutation
• Transducción de señal del estrés pre-apoptótico/necrótico (ejem: nrf-2 AP-1, translo-
cación del factor de transcripción NFB)
• Adaptaciones celulares (ejm: enzimas antioxidantes, hiperpolarización de la mem-
brana mitocondrial, biogénesis mitocondrial)
• Alteraciones de ATP y homeostasis del calcio
• Alteraciones de la funcionalidad celular (ejm: proliferación, autofagocitosis de orgá-
nulos intracelulares irregulares)
Muerte celular por apoptosis y activación de caspasas
• Alteraciones de la permeabilidad mitocondrial, liberación del citocromo c y frag-
mentación y abultamiento de las mitocondrias
• Disgregación del citoesqueleto y digitaciones de la membrana plasmática
• Alteraciones de la homeostasis energética mitocondrial
• Fragmentación de DNA por endonucleasas y condensación de la cromatina
• Localización de fosfatidilserinas en la superficie celular
Muerte celular por necrosis
• Actividad mitocondrial reducida 
• Abultamiento de las células y de los orgánulos subcelulares
• Lisis celular con liberación de enzimas intracelulares (ejm: lactato deshidrogenasa
(LDH))
nuevo reto, que consiste en averiguar cual es el mecanismo implicado en
este proceso. Se han descrito diferentes mecanismos (Tabla 1) capaces de
generar daño hepático (8, 13), pero ¿como determinar cual de ellos está im-
plicado?. Una aproximación lógica, es; por un lado, testar en paralelo un
conjunto de parámetros que indiquen cual es el mecanismo de acción del
fármaco o metabolito que produce las alteraciones y por otro lado, com-
probar si la célula se ve afectada a nivel de la membrana plasmática o de
sus estructuras subcelulares. De la batería de ensayos que se realizan in vi-
tro con esta finalidad, algunos tienen una mejor predicción que otros. Así,
aquellos que controlan puntos tardíos en el proceso de daño celular, como
por ejemplo, la liberación de enzimas citoplasmáticos, rotura celular, digi-
taciones de la membrana plasmática, degradación de ADN o condensación
nuclear, son ensayos con baja sensibilidad ya que todos ellos están asocia-
do a un efecto letal apoptótico o necrótico tardío (14). En cambio, aquellos
ensayos que detectan cambios iniciales del proceso citotóxico tienen un ma-
yor poder de predicción y generan resultados que son extrapolables entre
distintas especies. A lo largo del tiempo, numerosos investigadores han uti-
lizado distintos ensayos encaminados a valorar los mecanismos pre-letales
involucrados en la toxicidad potencial de un fármaco. La formación de in-
termediarios reactivos, la funcionalidad mitocondrial, el estrés oxidativo, la
homeostasis del calcio, o la unión a macromoléculas son algunos de estos
indicadores más empleados. Todos estos ensayos tienen la ventaja adicio-
nal de que nos permiten trabajar con concentraciones del fármaco próximas
a la concentración terapéutica.
En este capítulo revisamos algunas de estas herramientas utilizadas para
evaluar la acción de nuevos fármacos sobre las funciones hepáticas básicas.
3. ALTERACIONES A NIVEL CITOPLASMÁTICO
Algunos fármacos son electrófilos por naturaleza y otros son bioactivados
en el hígado a metabolitos altamente reactivos, en algunos casos mucho más tó-
xicos que los compuestos padre. Ambos casos son la clave y el proceso inicial
de muchos fenómenos tóxicos. Para minimizar estos efectos adversos los hepa-
tocitos presentan mecanismos efectivos de defensa de modo que es en última
instancia el balance entre estos mecanismos de bioactivación, detoxificación y
defensa/reparación lo que determina que el compuesto tenga o no un efecto tó-
xico (15). 
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La esteatosis, la colestasis o la fosfolipidosis son claros ejemplos de hepa-
totoxicidad inducida por fármacos. La acción de compuestos como la aspirina,
tetraciclina, amiodarona, ácido valpróico o agentes antivirales causan la estea-
tosis o acumulación de ácidos grasos de cadena larga en el citoplasma, inhi-
biendo el proceso de β-oxidación que tiene lugar en la mitocondria (16, 17).
Además de este mecanismo de acción, estos fármacos también actúan blo-
queando el transporte de electrones de la cadena respiratoria, lo que produce la
formación de especies reactivas de oxígeno que reaccionan con los lípidos acu-
mulados dando lugar a su peroxidación (18). 
La alteración en la síntesis de ácidos biliares y/o de su flujo resulta en el
síndrome comúnmente conocido como colestasis. El espectro de fármacos in-
ductores de esta alteración incluye estrógenos, esteroides anabólicos, clorpro-
mazina, eritromicina, oxipenicilinas, terfenadina, ibuprofeno, etc (19). La se-
creción de la bilis es dependiente de la función de proteínas transportadoras
específicas localizadas en las membranas basolaterales y canaliculares de los he-
patocitos por lo que la inhibición de la actividad de estas proteínas es de espe-
rar que pueda tener consecuencias tóxicas (20, 21). Cuando la concentración de
ácidos biliares excede la capacidad de unión a proteínas transportadoras se ini-
cia un proceso apoptótico y necrótico resultado del daño ocasionado a nivel mi-
tocondrial (22). No solo la mitocondria juega un papel clave en la toxicidad de
los ácidos biliares sino que en el caso de la colestasis inducida por fármacos,
diversos parámetros relacionados con el estado oxidativo se encontraron altera-
dos, ejm: formación de radicales libres, peroxidación lipídica y niveles de glu-
tation (23) 
La fosfolipidosis se define como un exceso de fosfolípidos en las células.
Fármacos catiónicos anfifílicos como la amiodarona y la desipramina son ca-
paces de inducir este fenómeno in vivo (24, 25). Si bien, la acumulación de fos-
folípidos no es per se tóxica, si que lo es el hecho de que favorece el acúmulo
del fármaco o de su metabolitos en la célula.
Los fármacos además de alterar mecanismos relacionados con el estado oxi-
dativo de la célula, también pueden actuar sobre algunas de las funciones más
características de los hepatocitos, como; la síntesis de proteínas plasmáticas y
el metabolismo de carbohidratos. La exposición a fármacos antiinflamatorios
(benorilato, butibufeno, ibuprofeno o flurbiprofeno) utilizados en el tratamien-
to de enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide, osteoartritis, ten-
dinitis, etc, a cultivos primarios de hepatocitos, resulta en una disminución de
la síntesis de albúmina y de la gluconeogénesis, además de en un acúmulo neto
de glucógeno (26, 27). 
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3.1. Estrés oxidativo
El estrés oxidativo se origina por compuestos capaces de sufrir repetidos ci-
clos de oxidación-reducción en el interior de la célula. El metabolismo hepáti-
co de xenobióticos incluye, fundamentalmente, dos tipos de reacciones (11, 15): 
1. Las catalizadas por el sistema enzimático de monooxigenasas depen-
dientes del citocromo P450, que modifican los compuestos lipofílicos
por oxidación y/o reducción, proporcionando grupos polares. 
2. Las de conjugación que unen moléculas polares (ácido glucurónico,
grupos sulfato, glutation, etc.) para lograr compuestos más hidrosolu-
bles, fácilmente excretables.
El primer tipo de reacciones produce, de forma fisiológica, especies oxi-
dantes como consecuencia de pequeños desacoplamientos en los procesos oxi-
dativos. Estos agentes oxidantes son muchos y variados pero por su importan-
cia destaca el anión-radical superóxido (O2-), que mediante reacciones
espontáneas o catalizadas por metales (Fe o Cu), genera otros compuestos más
reactivos y con mayor potencial toxicológico. Para hacer frente a estas molécu-
las reactivas, la célula está dotada de un sistema de enzimas y agentes reducto-
res que evitan el daño celular. Cuando los procesos pro-oxidativos y anti-oxi-
dativos se encuentran compensados, la célula no se ve afectada, pero si debido
a la presencia de un fármaco se produce un exceso de especies reactivas de oxí-
geno, aparece el llamado estrés oxidativo y en último término la muerte celu-
lar. Las consecuencias más inmediatas asociadas al estrés oxidativo son la pe-
roxidación lipídica y cambios en el estado de oxidación de los grupos tiol de
las proteínas (28, 29).
De entre las técnicas utilizadas para cuantificar el estrés oxidativo, existe un
método fiable, eficiente y que además permite el cribado de un gran número de
compuestos. Esta técnica utiliza como marcador la 5-clorometil-2’,7’-diclorodihi-
drofluorescina (DCFH-DA). Debido a su carácter apolar y a su estructura no ió-
nica, DCFH-DA se difunde bien a través de la membrana plasmática. Una vez en
el interior del citoplasma es hidrolizada por las esterasas de la célula a dicloro-
fluorescina (DCFH), y en presencia de especies reactivas de oxígeno a su forma
fluorescente (DCF), que puede cuantificarse en un fluorímetro (30-32). Este mé-
todo, no sólo permite determinar la potencia prooxidante de un fármaco sino tam-
bién evaluar la eficacia de un agente antioxidante para combatir el estrés oxidati-
vo que sufren las células. A petición de una compañía farmacéutica, realizamos
un estudio tipo en el que determinamos el potencial antioxidante de un grupo de
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4 fármacos pertenecientes a la misma familia (ADV0123, ADV0124, ADV0125
y ADV0126). Para ello, hepatocitos de rata sembrados en placas de 96 pocillos
se preincubaron conjuntamente con la sonda DCFH-DA y con los compuestos a
testar, a distintas concentraciones (C1-C4) y durante un corto período de tiempo.
El objetivo de preincubar las células también con los fármacos fue el de preparar
a la célula al estímulo oxidativo (t-butilhidroperóxido) al que sería sometida pos-
teriormente. Finalizado el período de preincubación, las células fueron expuestas
a la acción del t-butilhidroperóxido, en presencia de los fármacos, y se procedió
inmediatamente a leer la fluorescencia emitida (t0) a 485 nm (excitación) y 527
nm (emisión). Finalmente, las células se incubaron a 37ºC y la fluorescencia se
leyó cada 30 min durante un período de 2 h. Como control positivo del ensayo se
utilizaron células tratadas con quercetina, un flavonoide con conocida actividad
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FIGURA 2. Valoración del estrés oxidativo en hepatocitos tratados con antioxidantes potenciales.
Hepatocitos de rata en cultivo se preincubaron conjuntamente con la sonda 5-clorometil-2’,7’-
diclorodihidrofluorescina (DCFH-DA) y con los fármacos ADV0123, ADV0124, ADV0125 y
ADV0126, a distintas concentraciones (C1-C4). Finalizado el tiempo de preincubación las célu-
las recibieron un estimulo oxidativo (t-butilhidroperóxido 250 (µM) en presencia de los com-
puestos y la fluorescencia emitida se leyó a intervalos de 30 min durante 2 horas a 485 nm (ex-
citación) y 527 nm (emisión).
Células no tratadas se utilizaron como controles negativos de oxidación
Células tratadas con el estimulo oxidativo, en ausencia de los compuestos, se corresponden con
el 100% de formación de radicales libres.
antioxidante (33). La cuantificación se expresó en % radicales libres con respec-
to al control (células inducidas con el estímulo oxidativo en ausencia de com-
puestos). Tal como muestra la figura 2 la capacidad antioxidante de cada uno de
los fármacos resultó dosis-dependiente y además comparable entre ellos. Así mis-
mo, una administración de los fármacos, a la concentración más elevada (C4), con-
siguió bloquear completamente la formación de radicales libres. 
3.2. Peroxidación lipídica
La peroxidación lipídica es uno de los procesos más frecuentemente impli-
cados en la hepatotoxicidad provocada por fármacos. Se trata de una reacción
radicalaria que conduce a la degradación oxidativa de los lípidos de la mem-
brana celular (triglicéridos, fosfolípidos, ácidos grasos insaturados, colesterol,
etc). La oxidación de los lípidos da lugar a la formación de un gran número de
productos de degradación (hidroperóxidos, aldehidos, incluyendo malondialde-
hido, cetonas, etc) (34). La primera consecuencia de este proceso es la profun-
da alteración de las propiedades fisicoquímicas de las membranas (fluidez) y en
consecuencia, de la funcionalidad de los enzimas allí ubicados.
Una de las técnicas más ampliamente utilizadas para detectar la peroxida-
ción lipídica es la cuantificación del malondialdehido (MDA), uno de los pro-
ductos finales de la acción de los radicales libres sobre los lípidos. Existen dis-
tintos métodos para su cuantificación. Los más sensibles y específicos son los
directos y cromatográficos que, sin embargo, presentan grandes dificultades téc-
nicas (35). Los métodos derivativos o indirectos se basan en la gran capacidad
del MDA de reaccionar con otras moléculas, dando lugar a compuestos secun-
darios con alguna característica especial (fluorescencia, volatilidad, color, etc)
que permite cuantificar. El más utilizado de los métodos derivativos es el
TBARS, reacción del MDA con ácido tiobarbitúrico (TBA), y medición por fluo-
rimetría aunque presenta como inconveniente la capacidad del TBA de reaccio-
nar con otros compuestos distintos del MDA, lo que disminuye su especificidad
(36). A pesar de todo es una técnica ampliamente utilizada por su simplicidad
y fácil manejo. 
Siguiendo con el ejemplo de estudio tipo descrito en el apartado 3.1, don-
de se demostraba el potencial antioxidante de un grupo de fármacos, se planteó
estudiar si esta reducción en la formación de radicales libres correlacionaba con
una disminución en la formación de hidroperóxidos, ya que como se ha men-
cionado anteriormente, la peroxidación lipídica es una consecuencia inmediata
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del estrés oxidativo. Para ello, hepatocitos sembrados en placas de 24 pocillos
se preincubaron durante 24 horas con los distintos fármacos a las mismas con-
centraciones (C1-C4) descritas en el apartado 3.1, período tras el cual se admi-
nistró el agente oxidante (t-butilhidroperóxido) en presencia de los compuestos.
Tras un tiempo de exposición de 24 horas se recogieron los medios condicio-
nados y se centrifugaron para eliminar los posibles restos celulares. Posterior-
mente, se incubaron los sobrenadantes a 100.ºC durante 60 min con un tampón
que contenía SDS al 7%, HCl 0.1N, ácido fosfotúngstico al 1% y ácido tiobar-
bitúrico al 0.67%. Finalmente, las muestras se sometieron a extracción con bu-
tanol y tras su centrifugación se leyó la fase orgánica (superior) a 530 nm (ex-
citación) y 595 nm (emisión) lo que determinó la formación de MDA en las
distintas condiciones experimentales. Los valores de las muestras se interpola-
239
ALTERACIONES EN LA FUNCIÓN CELULAR POR LA ACCIÓN DE FÁRMACOS
FIGURA 3. Cuantificación de malondialdehido (MDA) en hepatocitos tratados con los fármacos
ADV0123, ADV0124, ADV0125 y ADV0126.
Hepatocitos de rata en cultivo, se preincubaron con 4 fármacos de una misma familia (ADV0123,
ADV0124, ADV0125 y ADV0126), a distintas concentraciones (C1 a C4). Finalizado el tiempo de
preincubación, las células recibieron un estimulo oxidativo (t-butilhidroperóxido 250 (µM) en pre-
sencia de los compuestos. El MDA liberado al medio de cultivo se cuantificó mediante la reacción
con el ácido tiobarbitúrico (TBA) y la extracción con butanol de sus derivados fluorescentes.
Células no tratadas se utilizaron como controles negativos de peroxidación
Células tratadas con el estimulo oxidativo, en ausencia de los compuestos, se correspondieron con
el 100% de formación de MDA.
ron en una curva de calibrado de MDA. Las células no tratadas se utilizaron
como controles negativos de peroxidación lipídica, siendo las células que reci-
bieron el estímulo oxidativo en ausencia de los compuestos, los controles posi-
tivos de formación de hidroperóxidos.
Tal como muestra la fig 3 la formación de MDA se vio disminuida de for-
ma dosis dependiente en aquellas células tratadas con los compuestos proble-
ma. Estos datos correlacionaban con los obtenidos en el apartado 3.1 (figura 2),
y al igual que sucedió en la valoración del estrés oxidativo, no se produjo la
formación de MDA en aquellas células incubadas con la concentración más ele-
vada de los compuestos (C4), lo que ratifica el efecto hepatoprotector de los fár-
macos testados.
3.3. Glutation
El glutation celular (GSH) es un tripéptido (γ-glutamil-cisteinil-glicina) de
elevada nucleofilia que protege a las células del daño producido por radicales
libres, agentes oxidantes, etc (28, 37, 38). Fundamentalmente, los mecanismos
de defensa endógenos de la célula que involucran a este tripéptido son: 1) la re-
acción catalizada por el enzima glutation peroxidasa, donde el glutation actúa a
expensas de pasar a su forma oxidada (GSSG), como cofactor para eliminar los
hidroperóxidos formados durante el proceso oxidativo en la célula, 2) la conju-
gación e inactivación de los metabolitos reactivos producidos durante las oxi-
daciones dependientes de las monooxigenasas del citocromo P450 por la acción
de la glutation-S-transferasa (28, 39-41).
En ambos procesos existe una depleción de GSH por lo que para evitar que
esto ocurra bien se activa la síntesis de novo de glutation, bien se convierte
GSSG en GSH, a expensas del consumo de NADPH. El enzima que cataliza
esta reacción es la glutation reductasa, el cual por saturación genera un acumu-
lo de GSSG. Para evitar que éste sea tóxico para la célula, el GSSG es expul-
sado al exterior perdiéndose de forma irreversible (28, 40) 
Mientras se mantenga el equilibrio GSH/GSSG el estado redox de la cé-
lula es óptimo. Si por el contrario se produce inhibición de la síntesis de glu-
tation (fármacos que actúan como inhibidores específicos) (42, 43) o un con-
sumo excesivo (estrés oxidativo) (44, 45) se produce una disminución
importante de la forma reducida lo que provoca la oxidación de los grupos tiol
de las proteínas. Estos grupos están con frecuencia presentes en el centro ca-
talítico de los enzimas, y contribuyen a la estructura terciaria y cuaternaria de
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las proteínas, por lo que su oxidación suele ser causa de su disfunción o in-
activación, causando un progresivo e irreversible deterioro de las estructuras
celulares (46). Dado que la depleción de la forma reducida del glutation (GSH)
es un importante marcador de hepatotoxicidad se sobreentiende que su valo-
ración sea un indicador importante en los estudios de toxicidad celular. En los
apartados 3.1 y 3.2 hemos podido comprobar el potencial antioxidante de un
grupo de fármacos por su capacidad de proteger a las células del estrés oxi-
dativo y de la peroxidación lipídica. En base a estos resultados, investigamos
también, si el efecto antioxidante de estos compuestos estaba ligado a un in-
cremento de los niveles de GSH en la célula. Aunque existen numerosos pro-
tocolos (químicos, enzimáticos, cromatográficos, etc) para cuantificar la for-
ma oxidada y reducida del glutation (47-50) el método basado en la
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FIGURA 4. Determinación de los niveles de glutation reducido (GSH) en hepatocitos tratados con
los fármacos ADV0123, ADV0124, ADV0125 y ADV0126.
Cultivos primarios de hepatocitos de rata, se preincubaron con los fármacos ADV0123, ADV0124,
ADV0125 y ADV0126, a las concentraciones C1, C2, C3 y C4. Finalizado el tiempo de preincu-
bación, las células recibieron un estimulo oxidativo (t-butilhidroperóxido 250 (µM) en presencia
de los compuestos. Los niveles de GSH en cada una de las condiciones experimentales se cuan-
tificaron de acuerdo a la reacción GSSG-reductasa-DNTB. 
Células no tratadas determinaron los niveles de GSH en condiciones basales
Células tratadas con el estimulo oxidativo, en ausencia de los compuestos, se correspondieron
con el 100% de los niveles de GSH.
GSSG-reductasa-DNTB es considerado un ensayo rápido, fiable y específico
para su cuantificación (37,51, 52). Para ello, hepatocitos sembrados en placas
de 24 pocillos se preincubaron durante 24 horas con los distintos fármacos a
las mismas concentraciones (C1-C4) empleadas en los ensayos anteriores, pe-
ríodo tras el cual se administró el agente oxidante (t-butilhidroperóxido) en
presencia de los compuestos. A las 24 horas de incubación se eliminaron los
medios y tras el lavado de las monocapas con PBS se lisaron las células con
HCl 10mM. Las muestras desproteinizadas con ácido sulfosalicílico (SSA) al
6.5% se centrifugaron y los sobrenadantes se incubarón con tampón fosfato
pH 7,4 que contenía 0,73 mM DTNB, 0,24 mM NADPH, 0,09% SSA y 1,2
UI/ml de GSSG reductasa. La cinética de la reacción enzimática se leyó du-
rante 2 min a 415 nm. Los valores de las muestras se interpolaron en una cur-
va de calibrado de GSH. Las células no tratadas se utilizaron para determinar
los niveles basales de GSH y las tratadas con t-butilhidroperóxido, en ausen-
cia de los compuestos, indicaron los niveles de GSH que alcanzan las células
en presencia de un agente oxidante.
En la figura 4 se muestra un incremento de GSH con concentraciones cre-
cientes de los fármacos. De las concentraciones testadas, la más elevada, incre-
menta los niveles de GSH en casi 2,5 veces los niveles alcanzados por las cé-
lulas no tratadas.
3.4. Homeostasis del Ca2+ intracelular
Se ha caracterizado de forma exhaustiva la importancia que la homeostasis
del Ca2+ tiene en las células dado que actúa como regulador de muchos enzimas
y como efector de un gran número de hormonas y factores de crecimiento im-
plicados en una amplia variedad de procesos fisiológicos (53). 
La concentración de Ca2+ intracelular es aproximadamente 10-3 M en el es-
pacio extracelular, mientras que en el interior de la células es de 10.000 a
100.000 veces inferior. Esta diferencia de concentraciones comporta un flujo pa-
sivo de Ca2+ del exterior al espacio intracelular, que se equilibra mediante un
proceso activo de extrusión liderado por bombas dependientes de ATP y por
bombas acopladas a la entrada de Na+ (bombas antiport), situadas ambas, en la
membrana plasmática (54-57). Los niveles de Ca2+ intracelular no solo se man-
tienen mediante el intercambio entre el espacio extracelular y el interior de la
célula, a través de la membrana plasmática, sino que también participan orgá-
nulos subcelulares como las mitocondrias o el retículo endoplasmático. La in-
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ternalización de Ca2+ en estos orgánulo está mediada por bombas dependientes
de ATP y en el caso de la mitocondria participa, además, una proteína específi-
ca transportadora de Ca2+ (28, 55, 58). La alteración de este equilibrio, no siem-
pre está asociada a un efecto citotóxico sino que puede ir asociada a la fisiolo-
gía de la propia célula. Un ejemplo de ello, son las células somatotrópicas de
la adenohipófisis, donde las oscilaciones de Ca2+ intracelular correlacionan con
un incremento en la liberación de la hormona del crecimiento (59) o la secre-
ción de enzimas proteolíticos por las células pancreáticas acinares (60, 61). Pero
a pesar de las numerosas funciones celulares en las que se encuentra implica-
do, el Ca2+ también está ligado a los mecanismos de hepatotoxicidad de innu-
merables fármacos. La inactivación de enzimas dependientes de Ca2+, como las
fosfolipasas, proteasas no lisosomales y endonucleasas causan daños irreversi-
bles a la estructura o funcionalidad celular. (62-64). En algunos de estos proce-
sos hepatotóxicos no es la pérdida de la homeostasis del Ca2+ el desencadenan-
te de la hepatotoxicidad sino una consecuencia del mecanismo inicial, la
identificación del cual es a veces controvertida. Así, Comporti y cols (65) ob-
servaron que la exposición de hepatocitos a bromobenceno y acetaminofeno pro-
ducía una disminución de los niveles de GSH. Ésto resultaba en la formación
de grupos SH libres, que afectaban el mecanismo catalítico de las Ca2+-ATPa-
sas e indirectamente ocasionaba una depleción en los niveles de Ca2+. Por el
contrario Masubuchi y cols (66) apuntaban al estrés oxidativo y a una dismi-
nución de los niveles de ATP para explicar el mecanismo de acción del aceta-
minofeno.
Otro ejemplo de la alteración de los niveles de Ca2+ como un efecto tar-
dío de la hepatotoxicidad inducida por fármacos, es el del diclofenaco. Este
compuesto se administra como antiinflamatorio y en múltiples casos se ha
reportado su carácter hepático adverso. Nuestro laboratorio se planteó iden-
tificar cual era el mecanismo de acción implicado en el proceso hepatotóxi-
co del diclofenaco. Para ello, cultivos primarios de hepatocitos se expusie-
ron a una concentración subletal del fármaco. Finalizada la exposición se
estimaron diversos parámetros bioquímicos para determinar cual/es de ellos
actuaban en los estadios tempranos de toxicidad. Uno de los parámetros
cuantificados fue el nivel de Ca2+ intracelular mediante la sonda fluorescen-
te Fluo-3 (63, 68). Las células previamente tratadas con diclofenaco se in-
cubaron conjuntamente con Fluo-3 y con el detergente F-127 que media su
internalización. Una vez en el citoplasma, Fluo-3 es hidrolizado por las es-
terasas celulares dando lugar a la forma acídica capaz de unir Ca2+. La fluo-
rescencia total (F) se cuantificó a 485 nm (excitación) y 530 nm (emisión),
tras el lavado de las monocapas con tampón Krebs-Ringer/BSA al 1%. Pos-
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teriormente, las células se lisaron con digitonina en un medio que contenía
CaCl2 2mM y se midió nuevamente la fluorescencia (Fmax). Una última lec-
tura (Fmin) se realizo tras añadir al medio EGTA, un quelante del Ca2+ li-
bre. Los niveles de Ca2+ intracelular fueron el resultado de aplicar la siguiente
ecuación:
(Ca2+)i = Kd x (F-Fmin)/ (Fmax-F), siendo Kd = 400 nM para los complejos
Fluo3- Ca2+
Tal como muestra la figura 5, no se incrementaron los niveles de Ca2+
después de exponer las células al diclofenaco durante períodos cortos de
tiempo. Solo tiempos largos de exposición al fármaco fueron capaces de in-
crementar la concentración de Ca2+ intracelular. Esto ocurría, simultánea-
mente, con la liberación de enzimas citoplasmáticos, un marcador indiscuti-
ble de un efecto tóxico tardío. Por el contrario, el tratamiento de hepatocitos
con t-butilhidroperóxido si produjo cambios tempranos en los niveles de Ca2+
intracelular, tal como muestra la figura y de acuerdo a lo descrito en la li-
teratura (68). 
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FIGURA 5. Efecto del diclofenaco sobre los niveles de Ca+2 intracelular.
La concentración del calcio intracelular se midió fluorimétricamente a períodos de tiempo 
regulares en hepatocitos de rata incubados con diclofenac o t-butilhidroperóxido (t-BH). 
3.5. Proteínas plasmáticas
Los hepatocitos en cultivo retienen su capacidad de sintetizar y secretar proteí-
nas plasmáticas al medio de cultivo, como por ejemplo, α1-antitripsina, α1-antiqui-
motripsina, α2-macroglobulina, fibronectina, fibrinógeno, albúmina, etc (15). Estas
proteínas se producen en cantidades importantes, y en el caso de la albúmina, su
producción es comparable a la del hígado humano (69). La tasa de síntesis de las
proteínas plasmáticas se ve alterada en procesos fisiológicos como la regeneración
hepática (70, 71) o la inflamación (72-74), y modificada por la acción de fármacos
(hepatotoxicidad) (75, 76) e incluso durante el proceso de optimización de modelos
celulares en cultivo (77, 78). Esto motiva que la cuantificación de las síntesis de
las proteínas plasmática se emplee como un indicador de la respuesta celular ante
las causas referenciadas. Un ejemplo de la acción de los fármacos sobre la sínte-
sis de las proteínas plasmáticas es el de un grupo de fármacos administrados en el
tratamiento de enfermedades inflamatorias crónicas: ibuprofeno, butibufeno y flur-
biprofeno (27). Este estudio realizado en nuestro laboratorio, utilizó la valoración
de la síntesis de albúmina como un marcador del potencial efecto adverso de estos
fármacos en el hígado. Para ello, cultivos primarios de hepatocitos se incubaron en
ausencia o en presencia de concentraciones crecientes de estos fármacos a distintos
tiempos. La velocidad de la síntesis de albúmina para cada condición experimen-
tal se cuantificó mediante un ELISA indirecto competitivo desarrollado en nuestro
laboratorio. Tal como muestra la figura 6, solo el butibufeno disminuyó significa-
tivamente la producción de albúmina, a concentraciones terapéuticas. 
245
ALTERACIONES EN LA FUNCIÓN CELULAR POR LA ACCIÓN DE FÁRMACOS
FIGURA 6. Síntesis y secreción de albúmina en hepatocitos tratados con ibuprofeno, 
flurbiprofeno y butibufeno. Hepatocitos en cultivo fueron tratados durante 6 horas con ibuprofe-
no 2x10-4M , flurbiprofeno 10-4M y butibufeno 4x10-4M (2x la concentración terapéutica de los
fármacos). Finalizada la incubación se determinó la velocidad de la síntesis de albúmina para
cada condición experimental mediante un ELISA indirecto competitivo.
3.6. Metabolismo de carbohidratos
El hígado juega un papel muy importante en el mantenimiento de la ho-
meostasis de la glucosa en sangre, siendo el almacenamiento de glucosa en
forma de glucógeno una de sus funciones principales. Esta función se man-
tiene, en hepatocitos en cultivo, motivo por el cual se los considera un buen
modelo celular para estudiar las alteraciones que sufre el metabolismo de
carbohidratos (15). Se ha descrito que el contenido de glucógeno intracelu-
lar en hepatocitos humanos es muy comparable al descrito in vivo en el hí-
gado humano alimentado (1980 nmoles glucosa/mg proteína) (15, 79). La
movilización del glucógeno almacenado en hepatocitos humanos no se rea-
liza espontáneamente sino que es necesaria la acción del glucagón para que
esto ocurra. Del mismo modo, la recarga de las reservas de glucógeno tam-
bién necesita de la acción de una hormona, la insulina. Además de su capa-
cidad de almacenar y movilizar glucógeno los hepatocitos en cultivo tam-
bién sintetizan glucosa a partir de sustratos gluconeogénicos, siendo su
capacidad de hidrolizar glucosa superior a la estimada para el hígado hu-
mano in vivo. 
Son diversas las causas que pueden alterar la homeostasis de la glucosa en
humanos. Además de un grupo de enfermedades conocidas como la Diabetes
Mellitus (80), existen otros factores o agentes capaces de interferir en este equi-
librio. Un ejemplo de ello son los compuestos químicos o farmacéuticos. La li-
teratura ha descrito numerosos casos en los que se correlaciona la administra-
ción de compuestos con el síndrome metabólico, es decir con alteraciones en la
homeostasis de la glucosa, la hipertrigliceridemia, el colesterol, etc (81, 82). Así
mismo, se han descrito efectos colaterales que ocurren sobre el metabolismo de
carbohidratos en pacientes tratados con fármacos antipsicóticos (83). Otros fár-
macos que también provocan este tipo de alteraciones son los analgésicos an-
tiinflamatorios no esteroideos (AAINES) siendo algunos de los más conocidos
el paracetamol, la aspirina, el naproxeno, el diclofenaco, el ibuprofeno o el bu-
tibufeno (84-86). 
Las compañías farmacéuticas emplean enormes esfuerzos en identificar
fármacos capaces de bloquear estos efectos adversos, que como hemos des-
crito, se producen por causas endógenas o inducidas. A continuación se des-
cribe un estudio realizado en nuestro laboratorio, a petición de una compañía
especializada en el desarrollo de antidiabéticos, en el que se demuestra como
la acción del fármaco ADV0077 disminuye los niveles de glucosa favoreciendo
el almacenamiento de glucógeno y la glucólisis. Para ello, hepatocitos huma-
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nos no deplecionados con glucagón, se incubaron con concentraciones cre-
cientes del fármaco ADV0077, en ausencia de insulina y dexametasona. Tras
un corto período de exposición, se valoró el glucógeno almacenado en las cé-
lulas y la liberación de lactato al medio de cultivo. Se utilizaron como con-
troles, células no tratadas o tratadas conjuntamente con insulina/dexametaso-
na. El contenido de glucógeno se determinó mediante la reacción colorimétrica
de la glucosa oxidasa previa hidrólisis con amiloglucosidasa. La producción
de lactato se cuantificó de acuerdo al método descrito por Gutmann y Wahle-
feld (87) basado en la conversión de lactato a piruvato por el enzima lactato
deshidrogenasa.
La figura 7; Panel A, demuestra que existió una respuesta dosis dependiente
del fármaco relativa al incremento en el almacenamiento de glucógeno. De he-
cho esta respuesta duplicó, a la concentración más elevada, el efecto sinérgico
que sobre el glucógeno producen la insulina y la dexametasona (88). La pro-
ducción de lactato (figura 7; Panel B) correlacionó con los datos anteriores, aun-
que aquí el lactato liberado a concentraciones bajas del fármaco fue compara-
bles a las obtenidas en células tratadas con insulina/dexametasona. Sólo las dos
concentraciones más elevadas incrementaron la glucólisis que se produjo en el
control positivo.
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FIGURA 7. Valoración del efecto del compuesto ADV0077 sobre la glucólisis y la síntesis de glucógeno. 
Hepatocitos humanos en cultivo, no deplecionados con glucagón, se incubaron con concentraciones cre-
cientes (C1-C5) del fármaco ADV0077 durante 4 h. Finalizado el tiempo de incubación se cuantifico el
glucógeno intracelular (Panel A) y la producción de lactato (Panel B), mediante la reacción de la glu-
cosa oxidasa y el método de conversión de lactato a piruvato por el enzima lactato deshidrogenasa, 
respectivamente.
Células no tratadas se utilizaron para determinar el glucógeno y el lactato basal.
Células tratadas con Insulina/Dexametasona se corresponden con los niveles de glucógeno 
y lactato inducido.
4. ALTERACIONES A NIVEL MITOCONDRIAL
En células eucariotas diferenciadas, las mitocondrias son los orgánulos celula-
res encargados de suministrar la mayor parte de la energía necesaria para la activi-
dad celular, actúan por tanto, como centrales energéticas. Gran parte de la energía
química se genera en forma de ATP a expensas de carburantes metabólicos (gluco-
sa, ácidos grasos y proteínas). Según la teoría quimiosmótica de Mitchell, los pro-
tones (H+) son bombeados de la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembra-
na, a medida que los electrones se mueven a través de la cadena transportadora,
localizada en la membrana mitocondrial interna. Cada par de electrones cruza la
membrana tres veces, transportando en cada una de ellas dos protones hacia el es-
pacio intermembrana. Se genera de este modo un gradiente de protones (provoca
diferencia de pH) y una diferencia de potencial eléctrico (PMM), efectos que origi-
nan un movimiento inverso de protones hacia la matriz mitocondrial. Este retorno
de protones tiene lugar a través de canales de difusión formados por la ATPasa (ATP
sintetasa). A medida que los protones pasan a través de la ATP sintetasa, la energía
libre liberada potencia la síntesis de ATP a partir de ADP y fosfato (Pi). 
Una disfunción en la producción de ATP causa la alteración de las funcio-
nes celulares dependientes de energía y por tanto puede originar la muerte ce-
lular (89, 90). Se han descrito diferentes situaciones que pueden conducir a un
deterioro de la función mitocondrial (91), como son; la dieta o enfermedad, al-
teraciones genéticas, o la inducción química (fármacos). Estas situaciones des-
encadenan la disfunción fundamentalmente por tres procesos, 1) por la pérdida
de la producción de ATP, 2) por la alteración del potencial de membrana (PMM)
y la estabilidad osmótica, 3) por la pérdida de la transferencia electrónica y del
consumo de oxígeno. A lo largo del tiempo, se han descrito un gran número de
interacciones específicas entre agentes químicos (incluidos los fármacos) y la
mitocondria. Algunos ejemplos incluyen compuestos que pueden actuar como
sustratos suicidas (oligomicinas), como inhibidores de algunos enzimas mito-
condriales (piericidina A), como ionóforos, o desacopladores (gramicidina) o
aquellos que interaccionan directamente con proteínas transportadoras (91).
4.1. Medidas del Potencial de Membrana Mitocondrial y Niveles de ATP
como Indicadores de Toxicidad
La utilización de hepatocitos en cultivo primario ha demostrado ser un sis-
tema modelo in vitro adecuado para el estudio de los mecanismos de hepatoto-
xicidad, que generan tanto algunos fármacos como sus metabolitos (63). Den-
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tro del hepatocito, la mitocondria es con frecuencia una diana de éstos, lo que
provoca una alteración de la función mitocondrial. El efecto inmediato de esta
acción es un desequilibrio del balance energético de las células, lo que consti-
tuye un fenómeno clave en el inicio de la necrosis hepática. Se puede estable-
cer una relación entre la integridad mitocondrial, por tanto la funcionalidad ce-
lular, y parámetros adecuados como son el PMM y los niveles de ATP (92). A
continuación se explica de un modo general como llevar a cabo la valoración
de ATP y PMM, en cultivos primarios de hepatocitos, como indicadores de dis-
función mitocondrial (93).
Medida de los Niveles de ATP
Los niveles de ATP producidos por la mitocondria se miden después de ex-
poner los hepatocitos a distintas concentraciones de un fármaco durante uno o
varios períodos de tiempo. Las incubaciones se llevan a cabo en Hepes salino
que contiene glucosa como única fuente de energía. Finalizada la exposición,
las monocapas de hepatocitos son homogeneizadas con ácido perclórico (extrae
el ATP), y tras su neutralización con KOH se centrifugan, para recuperar los so-
brenadantes. El contenido en ATP se mide con un luminómetro utilizando el sis-
tema enzima/sustrato (luciferasa/ luciferina). Este sistema se basa en una reac-
ción química que necesita la concurrencia de cuatro elementos que son; oxígeno,
luciferina; luciferasa y ATP. El mecanismo de reacción es el siguiente, el oxí-
geno oxida la luciferina, la luciferasa acelera la reacción y el ATP proporciona
la energía para que esta se convierta en una nueva sustancia (luciferina oxida-
da), capaz de descomponerse para volver a su estado inicial. En este último pro-
ceso se libera el exceso de energía captado, esta vez, en forma de luz (94, 95).
Como control positivo se utiliza CCCP (carbonil cianida m-clorofenilhidrazona)
un desacoplador de la fosforilación oxidativa y por tanto de la síntesis de ATP
que viene por esta vía, pero no del ATP que viene de la glucólisis anaeróbica
de la glucosa que se produce en el citosol. En la figura 8 se muestra un esque-
ma general del diseño experimental que se utiliza para medir los niveles de ATP
mitocondrial (97). 
Potencial de Membrana Mitocondrial
El PMM se puede cuantificar indirectamente en cultivos primarios de he-
patocitos, mediante la valoración de la distribución de un colorante catiónico
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fluorescente (rodamina-123), este fluoróforo se acumula de modo selectivo en
el interior de las mitocondrias activas, atraído por el potencial de membrana mi-
tocondrial (98-100). Después de exponer los hepatocitos a diferentes concen-
traciones de fármaco por un determinado periodo de tiempo se añade rodami-
na-123 y se incuba durante 30 min. A continuación, se toma una alícuota de
sobrenadante con el fin de medir la fluorescencia no capturada por las células.
Posteriormente, se lavan las células y se permeabiliza la membrana plasmática
con digitonina/succinato, se recoge una alícuota y se mide la fluorescencia en
el citosol (FC). Por último se vuelven a lavar las células y se tratan con Hepes
que contiene el detergente Triton X-100 (permeabiliza las membranas de los or-
gánulos subcelulares). La lectura de la fluorescencia de una alícuota de dicho
tampón corresponde a la fluorescencia intramitocondrial (Fim). El PMM se cal-
cula por medio de una aproximación de la ecuación de Nerst’s (ψ = -59 log (Fim/
FC), donde (ψ representa el potencial de membrana (figura 9). Las uniones no
especificas de la rodamina 123 se determina incubando para cada experimento
células muertas en presencia del fluoróforo catiónico.
Un ejemplo tipo de estos estudios fue el llevado a cabo en nuestro labora-
torio por Bort y col. (63), donde utilizaron cultivos primarios de hepatocitos,
con el fin de estudiar los posibles mecanismos de toxicidad del diclofenaco. Para
ello tras la incubación de los hepatocitos con el fármaco midieron los niveles
de ATP, PMM y en paralelo, la viabilidad celular a partir de la liberación al me-
dio del enzima lactato-deshidrogenasa (101). Los resultados obtenidos indica-
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FIGURA 8. Esquema general para la cuantificación de ATP en cultivo primario de hepatocitos
mediante el sistema luciferina/luciferasa.
ron que la depleción de ATP y los cambios del PMM preceden al daño irrever-
sible de la célula, ya que la variación de ambos no correlaciona en el tiempo
con la liberación de LDH, un parámetro que indica muerte celular (figura 10). 
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FIGURA 9. Esquema general para la cuantificación del PMM en cultivo primario de hepatocitos
mediante la utilización de un colorante catiónico fluorescente (Rodamina-123).
FIGURA 10. Efecto del Diclofenaco sobre la funcionalidad mitocondrial. Medida de ATP y PMM
como indicadores de disfunción mitocondrial, en correlación con la viabilidad celular.
5. UNIÓN COVALENTE DE FÁRMACOS A PROTEÍNAS Y ÁCIDOS
NUCLEICOS
Un tema que preocupa a la industria farmacéutica y al que cada vez dedi-
ca más esfuerzos es al estudio de la capacidad que tienen determinados fárma-
cos per se o sus metabolitos de interaccionar con las macromoléculas presentes
en su entorno (proteínas y ácidos nucleicos), quizás, uniéndose a ellas. Estas
uniones pueden ser de tipo reversible (no-covalente) o irreversible (covalente),
ocasionando en el último caso un efecto permanente sobre la funcionalidad de
las moléculas a las que se une, llegando incluso a conducir a la muerte celular.
A pesar de todo, la biotransformación de un fármaco no siempre va ligada a
efectos nocivos, un ejemplo de ello es la conversión de un pro-fármaco inacti-
vo en su forma activa o la aplicación terapéutica que tienen algunos agentes an-
titumorales, los cuales actúan a través de su unión covalente al ADN (102). Sin
embargo, en esta sección revisaremos como estudiar las uniones de tipo cova-
lente como un efecto colateral no deseado (103).
Aductos fármaco-proteína 
Debido a las características químicas de los grupos funcionales que se en-
cuentran en las proteínas, estas macromoléculas son la diana más frecuente para
fármacos y sus metabolitos. Las reacciones más frecuentes son con grupos -SH
de la cisteina o metionina, -NH2 de la lisina o arginina, y -NH- de la histidina,
que pertenecen a las proteínas. Dependiendo del lugar donde se forme y de la
naturaleza de la especie reactiva el aducto fármaco-proteína puede encontrarse
en distintas localizaciones subcelulares. Por ejemplo, es frecuente encontrar es-
tos aductos en el retículo endoplasmático ya que es el lugar donde se localiza
el CYP450, y por tanto donde se produce la biotransformación de los fármacos
(104). En alguna ocasión, estos aductos han sido detectados en la membrana
plasmática, hecho que puede ser consecuencia de una bioactivación en la mem-
brana o debido a un transporte de esta proteína modificada a la membrana. La
formación de aductos fármaco-proteína juega un papel importante en la funcio-
nalidad de la célula, en tanto que el fármaco o su metabolito pueden unirse a
proteínas que desempeñan funciones vitales para el correcto funcionamiento ce-
lular. En este sentido, se han identificado pocas proteínas como dianas especí-
ficas de fármacos o metabolitos, las más frecuentes, como hemos mencionado
antes, son los CYP/450 (105), aunque también se han descrito como dianas es-
pecificas otras enzimas como la Ca+2-ATPasa, carboxil esterasa, GSH transfera-
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sa, etc (106, 107). Por otro lado, se sabe que la unión fármaco-proteína, es con
frecuencia un prerrequisito en el disparo inmunológico y puede provocar la apa-
rición de una respuesta de tipo alérgico (108).
Aductos fármaco-ácidos nucleicos
Como se ha mencionado anteriormente los ácidos nucleicos (DNA, RNA)
también constituyen una diana para fármacos y metabolitos, no en vano gran
parte de los antitumorales basan su funcionalidad terapéutica en su unión cova-
lente al ADN. Un ejemplo prototipo es la mitomicina C, compuesto que para
ser activo necesita la reducción de sus grupos –oxo, liberando metanol y unién-
dose posteriormente al ADN. Los ácidos nucleicos son moléculas susceptibles
de sufrir ataques nucleofílicos, que reaccionan con ciertos carbonos, como los
C5 y C6 de las bases, también pueden reaccionar con los grupos amino de las
bases púricas (109). La interacción con estas macromoléculas es de gran im-
portancia ya que puede interferir en la transcripción (expresión de genes y sín-
tesis de proteínas), en la replicación del DNA y por tanto en el funcionamiento
celular. El daño inmediato esta ligado a la muerte celular y a posibles efectos
carcinógenos, aunque también puede provocar efectos teratógenos cuando los
cambios afectan a futuras generaciones celulares. En este sentido, aquellos teji-
dos que presentan una mayor relevancia son los que tienen un mayor recambio
celular, como la mucosa intestinal o la médula ósea.
5.1. Modelos experimentales para determinar la unión covalente 
a macromoléculas 
Clásicamente, la detección de la unión covalente de fármacos a macromolé-
culas se ha llevado a cabo por métodos radioquímicos (que implican la utiliza-
ción de fármacos marcados) o inmunológicos (uso de anticuerpos específicos).
Como es natural, cada método tiene sus ventajas y sus desventajas. Los métodos
radioquímicos presentan ciertas desventajas como, la dificultad en diferenciar si
quien queda unido a la macromolécula es el fármaco o el metabolito de éste, ade-
más no aportan información estructural de los aductos formados. Por el contra-
rio, la desventaja fundamental de las técnicas inmunológicas es que debido a la
especificidad de los anticuerpos, con un solo anticuerpo resulta difícil cuantifi-
car la totalidad de los aductos que pueden llegar a formarse si el fármaco se une
por distintos lugares a la macromolécula, ya que si sucediese esto el epitopo que
queda accesible al anticuerpo es diferente en cada caso (110-112). 
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Monitorización de aductos mediante la utilización de fármacos marcados
El uso de fármacos marcados permite valorar en cultivos primarios de he-
patocitos la marca incorporada de forma irreversible a macromoléculas. Para
ello lo que se hace es medir la radioactividad no extraíble de las células que
previamente han sido expuestas al fármaco marcado. Normalmente se utilizan
fármacos marcados con 14C o 3H y con una radioactividad específica que se en-
cuentra entre 50-100 MBqmmol-1. Una vez incubadas las células con el fárma-
co durante un determinado periodo de tiempo, se lavan las monocapas con PBS,
con el fin de eliminar el fármaco no unido, es decir la radiactividad libre. A con-
tinuación, las células se rascan, se sonican, y se mide la radioactividad de una
alícuota del homogenado que corresponde con la radioactividad total unida (co-
valente y no covalente). Posteriormente se precipitan las proteínas, se centrifu-
ga las muestras y los pellets obtenidos son sometidos a distintos lavados con di-
solventes de distinta polaridad (serie eluotrópica). La radioactividad extraída en
estos lavados corresponde al fármaco o metabolito que no esta unido covalen-
temente y que por tanto puede ser extraído. Posteriormente los pellets se di-
suelven en tampón solubilizador de donde tomamos una alícuota para medir la
radioactividad y otra para determinar el contenido en proteína. De este modo fi-
nalmente obtenemos un resultado que podemos expresar en cpm /mg de prote-
ína (fármaco unido/mg proteína).
Una variante del ensayo anterior permite determinar si el fármaco se une a
ácidos nucleicos o lo hace a proteínas nucleares. Para ello se incuba el fárma-
co en presencia de las células como se ha descrito anteriormente. Una vez que
se obtiene el homogenado celular en solución hipotónica se somete a una cen-
trifugación en gradiente de densidad de sacarosa, de este modo separamos los
núcleos (114), del citosol y de los restos celulares. A continuación se mide la
radioactividad en ambas fracciones. Una vez que hemos separado los núcleos
se les añade una solución fenol/cloroformo (1:1), con el fin de separar los áci-
dos nucleicos de las proteínas nucleares, después de la centrifugación se forman
dos fases. En la fase superior se encuentran los ácidos nucleicos y en la fase in-
ferior (orgánica) las proteínas (115). Por último, se mide la radioactividad de
estas fases y se establece una correlación marca/fase y por tanto unión fárma-
co/macromolécula. En la figura 11 se muestra un esquema general del ensayo.
Como se ha comentado anteriormente una de las limitaciones que presenta
esta técnica que usa fármacos marcados es que no aporta información concreta de
si se trata del fármaco o de un metabolito de este, quien en última instancia que-
da unido a la macromolécula. Con el fin de abordar este problema se pueden re-
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alizar incubaciones en paralelo en cultivos primarios de hepatocitos y con células
de origen hepático que tengan mermada su capacidad metabólica (por ejemplo la
línea celular HepG2). Aplicando la técnica descrita anteriormente y con una sen-
cilla comparación de los resultados puede establecerse una aproximación de si es
el fármaco o su metabolito el que queda unido preferentemente a la macromolé-
cula. En la figura 12 se representan los valores obtenidos en un estudio de este
tipo, llevado a cabo en nuestro laboratorio, para una compañía farmacéutica. En
este estudio se demostró que el fármaco (Ad-0315) se unía a hepatocitos huma-
nos y de rata. También pudimos deducir que la unión tenía lugar a través de un
mecanismo de biotransformación, ya que la marca se perdía cuando incubábamos
con células sin capacidad metabólica. Por último, se pudo demostrar que este com-
puesto se unía de forma preferente a los ácidos nucleicos.
Detección de aductos por métodos inmunológicos
El uso de anticuerpos específicos puede ayudar a detectar la formación de
aductos fármaco-proteína. Ello requiere la utilización de técnicas muy sensibles
255
ALTERACIONES EN LA FUNCIÓN CELULAR POR LA ACCIÓN DE FÁRMACOS
FIGURA 11. Esquema general de la valoración de la unión de fármacos a macromoléculas en
cultivos celulares, mediante la utilización de fármacos marcados.
y anticuerpos específicos capaces de reconocer epitopos del fármaco una vez uni-
do a la proteína (116). Obviamente, resulta importante conocer el mecanismo de
unión del fármaco o metabolito a la proteína. Un ejemplo ilustrativo, es el que
fue llevado a cabo con el diclofenaco por Hargus y colaboradores (figura 13),
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FIGURA 12. A)  Unión de Ad-0315 a hepatocitos y a la linea celular de hepatoma humano (HepG2),
después de incubar estas células durante 8 horas con el fármaco. El hecho de que se una a he-
patocitos y no a células sin capacidad metabólica (HepG2), pone de manifiesto que se produce
la biotransformación del fármaco antes de su unión a las células. B) El fármaco tiende a acu-
mularse en el núcleo, presentando una unión preferente a los ácidos nucleicos. 
FIGURA 13. Unión del Diclofenaco a proteínas de hepatocitos de rata incubados con el fárma-
co durante 24h. La fracción S9 fue separada por un SDS-PAGE. Las proteínas transferidas a
una membrana de nitrocelulosa e incubadas con IgG anti-Diclofenaco y con IgG marcada con
peroxidasa de cabra anti conejo IgG. La incubación de los blots con luminol y la exposición a
papel fotográfico permitió la visualización de los adutos fármaco-proteína.
donde el uso de técnicas inmunológicas y de cultivo primarios de hepatocitos
permitió identificar los aductos fármaco-proteína. En este caso la unión a las pro-
teínas ocurre por un lado, a través de la formación de un enlace amida con la
proteína y por otro a través de la formación de bases de Schiff entre el conjuga-
do con ácido glucurónico y los grupos amino de la proteína (117, 118). En am-
bos casos la identificación de los aductos diclofenaco-proteína fue llevada a cabo
usando anticuerpos que reconocían epitopos específicos. Esta técnica consiste en
incubar cultivos primarios de hepatocitos con el fármaco en estudio, obtener la
fracción S9 que contiene los microsomas. A continuación, se separan las proteí-
nas por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS, 2-mercaptoetanol) y se
transfieren a una membrana de nitrocelulosa. Posteriormente y previo bloqueo
de la membrana para evitar la unión no específica, ésta se incuba con el anti-
cuerpo específico contra los distintos epitopos. Por ultimo y con el fin de detec-
tar el anticuerpo primario unido a proteína, se incuba con un segundo anticuer-
po que a su vez se halla unido a enzimas u otros marcadores, que permiten (tras
incubación con los sustratos adecuados) identificar las proteínas que han queda-
do unidas al fármaco. Generalmente estos ensayos tanto de radioactividad como
inmunológicos se llevan a cabo utilizando varias concentraciones de fármaco y
diferentes períodos de tiempo, de este modo, comprobamos si la unión es un pro-
ceso dependiente del tiempo y la concentración.
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